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略号一覧 
 
(a)DC   (Activated) Dendritic cells 
ALK   Anaplastic lymphoma kinase 
CTLA-4   Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 
EGFR   Epidermal growth factor receptor 
ES   Enrichment score 
FDR   False discovery rate 
FPKM Fragments per kilobase of transcript per million 
fragments mapped 
GSEA   Gene set enrichment analysis 
HLA   Human leukocyte antigen 
IC50    Inhibitory concentration of 50% 
IDO1   Indoleamine2,3-dioxygenase 1 gene 
IGS   Immunogram Score 
(im)CG antigen (Immunogenic) Cancer-germline antigen 
Log2FC    Log2 fold-change 
MDSC   Myeloid-derived suppressor cells 
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MHC   Major histocompatibility complex 
NES   Normalized enrichment score 
PBMC   Peripheral blood mononuclear cells 
PD-1   Programmed cell death 1 
PD-L1   Programmed cell death ligand 1 
TCGA   The Cancer Genome Atlas  
TIL   Tumor infiltrating lymphocytes 
Treg   Regulatory T cells 
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要旨 
 
腫瘍に対する免疫応答を、いくつかのステップからなる一連のサイクル
（癌免疫サイクル；Cancer-Immunity Cycle）と捉える概念が提唱されている。
我々は、網羅的遺伝子解析データを用いて癌免疫サイクルの各ステップの状態
をスコア化し、レーダーチャートを用いて可視化する新たな評価法を考案した
（“Immunogram for the Cancer-Immunity Cycle”）。肺癌検体 20例に対して、
immunogram を用いて腫瘍内免疫応答を解析した。その結果、各患者における
immunogram はそれぞれ多様なパターンを示しており、患者毎に異なる腫瘍内免
疫応答が生じていることが確認された。その中で共通点を探索すべく、T細胞浸
潤が豊富な T cell-rich 型と T細胞浸潤に乏しい T cell-poor型、そしてその
中間である T cell-intermediate 型に分類したところ、いくつかの特徴が観察
された。T cell-rich 型では豊富な腫瘍浸潤リンパ球(TIL)で特徴づけられ、チ
ェックポイント因子を含む抑制性因子の発現が亢進していた。組織型の違いは
TIL 側の因子とは特に関連しないことが示唆された。Immunogram を用いた腫瘍
内免疫応答の解析は、患者毎の最適な複合治療選択の指標となり得るかもしれ
ず、個別化肺癌治療の展開に向けて、有用性が期待される。 
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序文 
 
胸部悪性腫瘍の代表である肺癌は癌死因の第１位であり、日本における
年間死亡者数は７万人を超える（http://ganjoho.jp/reg_stat/statistics/）。
全患者の 7 割を占めるとされる切除不能進行非小細胞肺癌や術後再発に対して
は、放射線、化学療法、分子標的薬を中心とした治療が行われるが、いまだ予後
は不良である。 
近年、免疫チェックポイント分子を阻害する抗CTLA-4抗体や抗PD-1/PD-
L1 抗体などの分子標的薬が開発され、臨床試験で様々な癌腫に対する有効性が
示されたことから、癌に対する免疫治療は今非常に注目されている[1-5]。日本
においても 2015年 12月に非小細胞肺癌に対する抗 PD-1抗体の適応申請が承認
された。腫瘍内あるいは担癌個体には、免疫抑制性の環境が形成されており、腫
瘍特異的 T 細胞の誘導や作用が抑制されている。多彩な分子の相互作用が関与
しているが、その中でも T 細胞上に発現する CTLA-4 や PD-1 は、免疫チェック
ポイント分子と呼ばれる。それぞれ抗原提示細胞上に発現する CD80/CD86、ある
いは腫瘍細胞や間質細胞に発現する PD-L1 と結合し、免疫応答を制御する作用
を持つ。これらは、過剰な免疫応答による組織損傷を防ぐためのブレーキ役とし
て作用する生理的な反応である。抗 PD-1/PD-L1 抗体、抗 CTLA-4 抗体に代表さ
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れる免疫チェックポイント阻害薬は、チェックポイント分子の発現によって抑
制されていた内因性抗腫瘍免疫を再活性化することで作用する（図１）。免疫チ
ェックポイント阻害薬が効いたことにより、生体には癌に対する免疫応答が存
在することが再認識され、多くの臨床医が癌免疫治療に注目するきっかけとな
った。 
 
図１ 免疫チェックポイント阻害薬 
 
癌免疫治療のあゆみ 
 
癌免疫研究の歴史は古く、1890年代にはすでに癌免疫の存在が提唱され
ており、1909 年には免疫系によって癌の発生が抑制されているという癌免疫監
視機構の概念が提唱されている[6-8]。一方で、免疫はそもそも自己と非自己を
識別するシステムであるから、自己の細胞から発生する癌細胞を認識すること
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は不可能であろう、という癌免疫を否定する意見も多かった。そこで、癌免疫を
科学的に分子レベルで証明するために、腫瘍に浸潤したリンパ球が認識する抗
原、すなわち腫瘍抗原・癌抗原の同定に向けた研究が 1980年代より盛んに行わ
れた。腫瘍を特異的に認識する T 細胞をプローブとして用いる発現クローニン
グ法により、1988 年にマウスの化学発癌剤誘発腫瘍で変異抗原 P91A が同定さ
れ、1991 年にはヒト悪性黒色腫(メラノーマ)細胞から MAGE-1 が同定された[9, 
10]。癌抗原が分子レベルで同定され、癌免疫が成立することが証明されて以降、
癌細胞で過剰に発現しているタンパクや分化抗原などの腫瘍関連抗原や、精巣・
生殖細胞と癌細胞でのみ発現を認める癌生殖細胞（精巣）抗原（cancer germline 
[testis] antigen）などの多数の癌抗原が同定された。一方で、分化抗原や過剰
発現による腫瘍関連抗原は、正常細胞にも発現を伴うことから、免疫寛容のメカ
ニズムにより高親和性 T 細胞を誘導することは困難である。これらの抗原を用
いた癌ワクチン治療は、患者に特異的な免疫応答を誘導することができても、明
らかな治療効果を得ることはまれであった。そのため、癌免疫治療に対して懐疑
的な見方をする人も多く、実際それまでの癌免疫治療は一部のメラノーマにお
いて臨床効果を示したのみであった。 
この状況を一変させたのが、抗 CTLA-4 抗体や抗 PD-1抗体などの免疫チ
ェックポイント阻害剤の登場だった。従来の抗癌剤に対して抵抗性を示した非
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小細胞肺癌やメラノーマ患者の一部において、免疫チェックポイント阻害剤は、
長期間に渡る優れた抗腫瘍効果の持続をもたらした。これまで免疫療法が無効
であると考えられていた種々の固形癌に対しても有効性を示したことから[11]、
とうとう癌に対する免疫療法が無視できない治療として認知された。それを象
徴するように、米国の Science誌は Breakthrough of the Year 2013 に「癌免
疫治療（Cancer immunotherapy）」を選出した[12]。 
一方で、免疫チェックポイント阻害剤のみでは肺癌に対する奏効率が
20%前後とも言われており、より多くの患者に対して効果を得るためには、まだ
多くの課題が残されている。チェックポイント阻害剤は抗癌剤と比較して非常
に高価であり、また自己免疫反応に関連した重篤な副作用も報告されている。チ
ェックポイント阻害剤の有効性が高く見込まれる患者を選択する、あるいは治
療継続の是非を判定するための有効なバイオマーカーの探索が急がれている。 
 
チェックポイント阻害剤の効果に影響する因子 
 
臨床試験結果に対する解析から、チェックポイント阻害剤の奏効率と関
連する因子がいくつか示されている(表１)。 
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表１. チェックポイント阻害剤の効果への影響が示唆されている因子 
因子 チェックポイント阻害剤 対象 
腫瘍細胞表面における PD-L1
発現 
ニボルマブ（抗 PD-1） 
非小細胞肺癌、メラ
ノーマ、腎癌 
ペンブロリズマブ（抗 PD-1） 非小細胞肺癌 
腫瘍細胞以外の間質細胞の
PD-L1発現 
アテゾリズマブ（抗 PD-L1） 非小細胞肺癌、他 
腫瘍浸潤 CD8+ T細胞 ペンブロリズマブ（抗 PD-1） メラノーマ 
変異遺伝子数 
ネオアンチゲン数 
ペンブロリズマブ（抗 PD-1） 非小細胞肺癌 
イピリムマブ（抗 CTLA-4） メラノーマ 
ミスマッチ修復遺伝子異常 ペンブロリズマブ（抗 PD-1） 大腸癌、他 
 
癌免疫において癌細胞を攻撃する effector 細胞の主役は CD8+ T細胞である。
チェックポイント阻害剤はいわば「免疫のブレーキを外す治療」とも言えるが、
攻撃の主体である CD8+ T 細胞がそもそも存在しなければ効果は期待しにくい。
実際に、メラノーマでは腫瘍浸潤 CD8+ T細胞の多寡が抗 PD-1抗体の効果と関連
していたと報告されている[13]。 
また、腫瘍細胞における PD-L1 の発現の高い症例において、抗 PD-1 抗
体の効果が高かったとする報告が多い[3,14-16]。腫瘍細胞だけでなく腫瘍内に
浸潤する免疫細胞などを含む間質細胞上の PD-L1 発現の多寡が抗 PD-L1 抗体の
効果と有意に関連していたとする報告もある[2]。一方で PD-L1発現に対する判
定法は定まっておらず、報告によって抗体の種類や発現度合いの cut-off はま
ちまちである。また PD-L1 発現陰性の腫瘍においても治療が奏功した患者が少
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なからず存在する。そのため、PD-L1の免疫染色結果のみでチェックポイント阻
害剤の適応を選択することは望ましくないとされている[11]。 
癌細胞特異的遺伝子変異の多さとチェックポイント阻害剤の効果の関
連性も報告されている[17,18]。癌細胞はその癌化の過程で多くの体細胞遺伝子
突然変異を蓄積する。アミノ酸変異を伴う遺伝子変異産物のうち、一部のものは
細胞内でプロテアソームによる分解を受けてペプチドに分解されたのち小胞体
内へ輸送され、MHCクラス I分子への結合とアミノ酸のトリミングを受ける。そ
して細胞表面に MHCペプチド複合体として提示され、T細胞受容体によって認識
される抗原となる。癌細胞特異的な遺伝子変異に由来する抗原は正常細胞中に
本来存在しないため、neoantigen (新生抗原）と呼ばれる（図２）。 
 
図２ Neoantigenとは 
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胸腺内で発現を認めない neoantigenに対しては、中枢性の免疫寛容が誘導され
ないことから、高い免疫原性を有する可能性があると考えられている。抗腫瘍免
疫応答が誘導される際、この neoantigenが T 細胞の標的となり、腫瘍拒絶にか
かわる抗原になりうることが示されている[19]。先に述べたようにチェックポ
イント阻害剤は T細胞のブレーキを外すことで抗腫瘍免疫応答を活性化させる。
癌細胞に蓄積した変異が多いほど、癌細胞内で合成される変異ペプチドの種類
が多く、neoantigenの数（neoantigen load）も多いと予測される。Neoantigen
が多いほど、それを認識するＴ細胞が誘導されるチャンスが多くなり、チェック
ポイント阻害剤の効果が期待できると考えるのは自然である。変異の多い癌ほ
どチェックポイント阻害剤の効果の見込みが高いことは、このようにして説明
される。このことを裏付けるように、チェックポイント阻害剤の効果が総じて乏
しいとされた大腸癌でも、ミスマッチ修復遺伝子に異常があり体細胞変異が突
出して多い一部の患者において、チェックポイント阻害剤の高い有効率が確認
されている[20]。 
一方で、メラノーマや肺癌に対するチェックポイント阻害剤の臨床試験
において、遺伝子変異数（mutational load）や予測 neoantigenの数が少ない患
者の中にも、高い抗腫瘍効果を認める症例が少なからず存在した。メラノーマや
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肺癌と比較して変異が総じて少ないと言われる腎癌においても、チェックポイ
ント阻害剤の効果が確認されている[15]。腎癌では免疫応答の標的として内因
性レトロウィルスの関与が指摘されており[21]、チェックポイント阻害剤の効
果と関連しているのかもしれない。チェックポイント阻害剤の効果と遺伝子変
異や neoantigenの数の間には、集団レベルでは相関が確認できるものの、個々
の症例における治療効果を予測・判定するためのバイオマーカーとして変異数
や neoantigen数を利用するのは難しいと考えられている[11]。 
このように、チェックポイント阻害剤の効果と関連する因子についての
解析は進んでいるものの、これらの因子をバイオマーカーとして個々の症例の
治療選択にそのまま利用することは現実的でない。癌免疫はダイナミックなシ
ステムとして成り立っており、これまでのような単一因子ごとの評価ではなく、
システム全体として評価する新たな枠組みが求められている。 
 
癌免疫サイクル (Cancer-Immunity Cycle)  
 
腫瘍に対する免疫応答を、いくつかのステップからなる一連のサイクル
（癌免疫サイクル；Cancer-Immunity Cycle）として理解することが提唱されて
いる[22]（図３）。 
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図３ 癌免疫サイクル（Cancer-Immunity Cycle）＊文献[22]より改編 
 
腫瘍抗原が腫瘍細胞から放出され(図３-①)、腫瘍抗原を樹状細胞などの抗原提
示細胞が取り込み、MHC 分子に結合させて細胞表面へ提示しつつリンパ節へと遊
走する(図３-②)。リンパ節に到達した抗原提示細胞は T 細胞に抗原を提示し、
抗原特異的な T細胞が活性化する(図３-③)。活性化した T細胞が腫瘍組織へと
遊走し(図３-④)、浸潤する(図３-⑤)。腫瘍抗原を発現する腫瘍細胞を T 細胞
が認識し(図３-⑥)、攻撃する(図３-⑦)。T細胞に攻撃され細胞死を起こした腫
瘍細胞は新たな腫瘍抗原を放出する(図３-①)。この一連のサイクルのどのステ
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ップが障害されても効果的な抗腫瘍免疫応答の誘導が困難になり、癌が免疫監
視機構から逃避する。最も重要な点は、腫瘍に対する免疫サイクルが抑制されて
いるステップと、その組み合わせは多種多様であり、一人一人の患者によって異
なる。例えば抗 PD-1 抗体の効果が期待できる患者は、チェックポイント因子の
発現によって 図３-⑦ が障害されている患者である。逆に言えば、これ以外の
ステップが障害されている場合、チェックポイント阻害剤のみでは臨床効果が
期待できない可能性が高い。このように、患者ごとの腫瘍免疫抑制因子を正しく
把握することにより、適切な治療戦略を検討し、チェックポイント阻害剤のみな
らず最適な癌免疫治療を選択することが可能になる。 
このような複雑系である免疫系を評価する上で、複数の項目を同時に評
価し、それをわかりやすく可視化するツールが求められている。それに対する一
つの提案が“Immunogram”という表現法である。Blank らは 2016 年に Science
誌上で、癌免疫に関連した複数の因子を患者ごとに可視化する架空のツールと
して、“Cancer Immunogram”の一案を提唱した[23]。複数の因子についてレーダ
ーチャートを用いて同時に評価するという手法自体は新しいものではないが、
患者ごとの腫瘍免疫状態を多角的に評価し、最適な治療の組み合わせを考えて
いくためのツールとして今後の応用が期待された。そして、実臨床データをどの
ようにして immunogram に落とし込むかどうかが、課題として浮かび上がった。 
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本研究で明らかにしたこと 
 
最適な癌免疫治療を行うためには、Cancer-Immunity Cycle のどのステ
ップが障害されているかを、患者ごとに適切に評価することが望ましい。そこで
我々は、個々の患者における腫瘍内免疫応答および癌免疫状態を把握するため
のデータソースとして、次世代シーケンサーによる網羅的遺伝子解析データに
注目した。患者ごとの腫瘍内免疫応答を解析するにあたり、まず全エクソンシー
ケンスデータから腫瘍特異的遺伝子変異を解析し、neoantigen loadを評価した。
癌生殖細胞（精巣）抗原遺伝子(cancer-germline [testis] antigen; CG 
antigen)の発現解析結果と合わせて、腫瘍の抗原性を定量化した。さらに、トラ
ンスクリプトームシーケンスから得られる網羅的遺伝子発現データから、
Cancer-Immunity Cycle の各ステップにおける免疫状態を個々の患者で予測し
た。そして、次世代シーケンスデータから解析された Cancer-Immunity Cycle の
各ステップの状態を、8 本の軸からなるレーダーチャートで表現した
（“Immunogram for the Cancer-Immunity Cycle”）（図４）。そして、この
immunogramを用いて、肺癌における腫瘍内免疫応答について解析した。 
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図４ 患者ごとの癌免疫サイクル（Cancer-Immunity Cycle）の状態を評価す
るためのレーダーチャート（Immunogram for the Cancer-Immunity Cycle） 
Cancer-Immunity Cycleの各ステップの状態を、8項目に分割して評価した。各
評価軸において最低 1点、最大 5点のスコア（Immunogram Score; IGS）を与えることと
し、スコアが高いほど癌免疫の状態としては良好であることを表わすこととした。 
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方法 
 
対象 
 
東京大学大学院医学系研究科および医学部並びに東京大学医学部附属
病院におけるヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理委員会で承認されたプロトコル
に基づいて研究計画を遂行した（承認番号 G3545）。2012年 11月から 2014 年 12
月までに行われた非小細胞肺癌に対する手術症例のうち、術前に文書による同
意が得られ、なおかつ十分な量の研究用検体が採取可能であった 20例に対して
解析を行った。手術による切除標本から腫瘍および正常肺検体を採取し、手術中
の動脈留置カテーテルから末梢血検体を採取した。 
 
全エキソンシーケンスと RNA シーケンス 
 
患者から採取した末梢血中単核球(PBMC)は Bambanker (Nippon Genetics 
Co., Ltd., Tokyo, Japan)を用いて液体窒素容器で保存した。肺癌および正常
肺組織については、肺癌切除手術の際に、標本摘出直後に腫瘍組織および正常肺
組織を採取した。5mm 以下の切片にカットし、核酸安定化試薬 RNA later （Qiagen, 
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Hilden, Germany）を用いて 2℃～8℃の冷蔵庫内で 1～3 日間浸透させた後、-
80℃の冷凍庫で保存した。このようにして保存した検体から、AllPrep DNA/RNA 
Mini Kit または AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal Kits (いずれも Qiagen)を
用いて genome DNAおよび total RNAサンプルを精製した。 
精製した DNA および RNA サンプルは、かずさ DNA 研究所（千葉県木更津市）に
送付され、次世代シーケンサーによるシーケンスが行われた。概要を述べると、
DNAについては genome DNA から SureSelect XT Kit (Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA) を用いて DNA シーケンスライブラリーを精製した。エクソン
領域の選択的増幅には SureSelect Human All Exon V5 (Agilent Technologies)
を使用した。RNA については、SureSelect Strand-Specific RNA library 
Preparation kit for Illumina (Agilent Technologies)を用いて poly-A 選択
的 RNA シーケンスライブラリーを調整した。シーケンスライブラリーは、いず
れも次世代シーケンサーHiSeq 1500 (Illumina, San Diego, CA)用いてシーケ
ンスされた。全エクソンシーケンス（exome）はいずれも 100 base pair (bp) ペ
アエンド法で実施した。正常組織の DNA を評価するにあたり、LK001, LK005, 
LK012, LK013 の 4例については PBMC由来の DNA を使用し、他の 16例について
は正常肺組織から抽出した DNAを使用した。腫瘍の RNAシーケンス(RNA-seq)は
いずれも 100bpペアエンド法で実施した。LK001, LK004, LK005, LK010, LK012, 
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LK013 の 6 例に対しては、正常肺組織の RNA シーケンスを 75bp シングルリード
法で実施した。 
 
次世代シーケンスデータ解析 
 
Fastq 形式で得られた全エキソンシーケンスリードデータを、hg19
（GRCh37）を参照配列として解析ソフトウェア Burrows-Wheeler Aligner 
software (v0.7.12) を用いてマッピングした[24]。Picard (v2.1.1) を用いて
重複リードを除去した後、Genome Analysis Tool kit (v3.5) を用いてベスト
プラクティスに準拠し realignment & recalibration を行った[25]。変異解析
ソフト Varscan (v2.3.7) および Mutect (v1.1.7)を用いて、腫瘍特異的体細胞
変異を検出した[26,27]。 
Fastq 形式で得られた RNA シーケンスリードデータは、解析ソフトウェ
ア Tophat (v1.3.2)を用いて hg19（GRCh37）にマッピングした[28]。発現量は、
Cufflinks (v2.0.2)を用いて fragments per kilobase of transcript per 
million fragments mapped (FPKM)の単位で定量化した[29]。各遺伝子の発現値 
FPKMが 1以上の場合に、有意な発現と判定した。 
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Neoantigen 候補予測と癌生殖細胞（精巣）抗原予測 
 
正常組織由来の全エクソームシーケンスデータに対して、解析ソフトウ
ェア Omixon Target HLA Typing を用いて HLA クラス I (HLA-A, B, C)遺伝子型
を判定した(Omixon, Cambridge, MA)[30]。各患者において同定された腫瘍特異
的遺伝子変異から、その患者の MHC と結合能の高いエピトープを予測すること
により、患者固有の抗原を予測することが可能である（MHC結合予測アルゴリズ
ム）[31,32]。概要を述べると、まず腫瘍特異的変異アミノ酸を中心（11 番目）
とする 21mer の変異ペプチドの配列を用意した。変異ペプチドから得られる全
ての 8-11merエピトープ配列と各患者の HLA-A, B, C の組み合わせについて、
解析ソフトウェア NetMHCpan (ver. 2.8)を用いて MHC結合能を予測した[33]。
予測された IC50の値が 500nM 以下の場合に高結合能エピトープと判定した。そ
れぞれの腫瘍特異的変異ペプチドについて、高結合能エピトープを有し、なおか
つ当該遺伝子の FPKM 値が 1以上で有意に発現している場合に、neoantigen 候補
と判定した。 
癌生殖細胞抗原（CG antigen）については、まず CG antigen候補の一覧
を Cancer Immunity Cancer/Testis Gene Database (http://www.cta.lncc.br/)
からダウンロードした。ダウンロードした 276 個の遺伝子のうち、今回 RNA シ
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ーケンスを行った正常肺組織に関して、全 6 例において FPKM 値が０であった
103遺伝子を、最終的な CG antigenの候補として以後の解析に使用した。各 CG 
antigen ペプチドから得られる全ての 8-11mer エピトープ配列と各患者の HLA-
A, B, C の組み合わせについて、解析ソフトウェア NetMHCpan (ver. 2.8)を用
いて MHC結合能を予測した。CG antigen の各患者における抗原性については、
高結合能エピトープ配列を包含し、なおかつ腫瘍組織おいて FPKM値が 1以上で
有意に発現している場合に、抗原性ありと判定した。 
 
RNA-seq データを用いた発現解析 
 
免疫細胞浸潤の多寡を評価するにあたり、既報のごとく Gene Set 
Enrichment Analysis（GSEA）法を用いた[34,35]。概要を述べると、まず肺癌検
体全 20例および肺非癌部検体全 6例について、各遺伝子の発現量（FPKM 値）を
遺伝子ごとに Z標準化した。各サンプルにおいて、Z変換後のスコアを用いて全
遺伝子を降順に並べた。Angelova や Newman らが報告した、免疫細胞の多寡を
反映する遺伝子群を使用し[35,36]、解析ソフトウェア GSEA (v2.2.2)の
PreRanked法を用いて解析を行った。免疫細胞浸潤の多寡の評価にはまず、各サ
ンプルにおける各遺伝子群の enrichment score (ES)を算出した。続いて遺伝子
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ランダムに並び替えて 500回 enrichment score (ES null)を計算した。これら
の数値を用いて、各症例の各遺伝子群に対して、標準化 enrichment score 
(normalized enrichment score; NES)および false discovery rate (FDR; q 値) 
を計算した。既報にならい、FDR が 10％未満の場合に免疫細胞の浸潤度合が今
回のコホートにおいて有意に多い、または少ないと判定した[35]。 
使用した遺伝子群の内容を表２に示す。なお、既報の遺伝子群が存在し
ない場合は、癌免疫サイクルのステップを反映する代表的な遺伝子のリストを
文献[22]をベースに作成した。正常肺組織における各遺伝子の発現値の平均を
基準とし、腫瘍における発現値を log2 fold-change （log2FC）に変換し、腫瘍
における各遺伝子の発現が亢進または低下しているかどうかを評価した。 
 
表２ Immunogram Score 算出に使用した遺伝子群 
 Genes 
T cells 
BATF, BTLA, CCL11, CCL17, CCL22, CCL3, CCL5, CCL7, CCR1, 
CCR3, CCR4, CCR8, CD1A, CD1B, CD1C, CD1D, CD1E, CD247, 
CD28, CD3D, CD3E, CD3G, CD69, CD8A, CXCR1, CXCR4, 
CXCR5, CXCR6, FGFBP2, FLT3, FOSL1, GRAP2, HLA-DRA, 
HLA-DRB1, HLA-DRB5, HRH2, IFNG, IL10, IL12B, IL12RB1, 
IL12RB2, IL18R1, IL18RAP, IL1B, IL21, IL21R, IL24, IL26, 
IL27, IL2RA, IL6, IL7, IRF4, IRF8, ITGAL, ITK, JAK2, JAK3, 
LAIR1, LAT, LAX1, LCK, LCP2, LILRA3, LILRA4, LILRB1, 
LILRB2, LILRB3, LILRB4, MS4A4A, NAPSB, NFATC1, NFKB2, 
P2RY14, PIK3CD, POU2F2, PRF1, RUNX3, SPI1, STAT1, 
STAT4, TNF, TPRG1, TSLP, UBASH3B, ZAP70 
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Activated DC 
PLA1A, HESX1, MMP12, TNFAIP6, MSC, CCL8, DHX58, IDO, 
RSAD2, IFI44L, HTR2B, PTGIR, TREM2, ST3GAL6, CYP27A1, 
FAM70A, KYNU, RASSF4, IL2RA, SLC2A6, CCL5, CD80, FPR3, 
SLC15A3, CD86, PDCD1LG2, CXCL10, CXCL11, TNFRSF4, 
EBI3, ARHGAP22, PLA2G7, CCL18, LAMP3, SIGLEC1, CCL1, 
CCL13, NR4A3, CLIC2, BIRC3, CCL20, TNFRSF11A, IL12B, 
CCL19, CCR7, CD1E, CD1B, CCL17, CCL22, SLCO5A1, ETV3, 
CHST7, MAP3K13 
Treg 
CCL19, CD34, CD72, CTLA4, FOXP3, GADD45B, GEM, IL1RL1, 
IL9R, MADCAM1, MYH10, NCF2, RCSD1, RYR1, SELE, SELP, 
SFRP1, SIT1, TIGIT, TLR10, TLR2, TLR7, TLR8, TRAF1, 
WIPF1, TGFB1 
MDSC 
ADORA3, AG2, ARG1, BIN2, C1orf162, CAPS, CD117, CD11B, 
CD11C, CD124, CD14, CD15, CD163L1, CD1D1, CD21, CD23, 
CD274, CD31, CD35, CD40, CD43, CD44, CD66B, COX2, CR2, 
CTR9, EBP, FAM48A, FAM70B, FCER2, FCGRT, FERMT3, 
FLOT1, FLT1, GIMAP7, GLI4, GNA15, GPR34, GPSM3, HLA-
DR, IDO, IKZF1, IL12, IL13, IL18BP, IL1R, INPP5D, ITGA3, 
KDR, KRIT1, LGALS3, MGAT4A, NAIP, NEK3, NFSF13, NOG, 
PARVG, PDRG1, PECAM1, PIK3R5, PPP1R2P4, PSAP, PTGES2, 
PTPRE, RNASE1, RP11, S100A8, S100A9, SELPLG, SLA, 
SLC36A1, SLC44A1, ST8SIA4, STAT3, STAT6, TBXAS1, 
TFGFB1, TFGFB2, TFGFB3, TFGFB5, TFRC, TPP1, VTCN1 
Trafficking & 
infiltration 
CXCL9, CXCL10, CCL5, CX3CL1, LFA1, ICAM1, SELE 
Recognition of 
tumor cells 
HLA-A, HLA-B, HLA-C, B2M, TAP1, TAP2 
Immune 
checkpoints 
PD-1, BTLA, TIM-3, LAG3, CTLA4, PD-L1, VISTA 
Other 
inhibitory 
molecules 
IL10, IDO1, TGFB1, ARG1, INOS, CTNNB1 
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免疫染色を用いた免疫細胞浸潤の評価 
 
ホルマリン固定パラフィン包埋サンプルを用いて、CD3+ T 細胞および
Foxp3+ 制御性 T 細胞（Treg）の腫瘍浸潤を評価した。抗体はウサギポリクロー
ナル抗ヒト CD3抗体 (Dako, Carpinteria, CA) およびマウスモノクローナル
抗ヒト Foxp3抗体 clone236A/E7 （AbCam, Cambridge, United Kingdom)を使
用した。各切片はヘマトキシリンで対比染色した。BIOREVO-9000 蛍光顕微鏡 
(Keyence, Osaka, Japan) を用いて各切片をデジタルイメージング化し、BZ-II 
Analyzer image analysis software (Keyence)を用いて、陽性染色面積を定量
化した。 
 
統計解析 
 
GSEA 法を用いて遺伝子発現値から推測した免疫細胞浸潤度（NES）と、
免疫染色陽性面積の比較には、Spearman 順位相関解析を行った。各症例におけ
る neoantigen 候補数(neoantigen load)と抗原性を有する CG 抗原発現数
（immunogenic CG antigen load; imCG-Ag load）の比較には、非正規性および
０値の扱いに対応するべく、log (x +1)変換後の値を用いて Welch の両側 t検
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定を行った。P 値が 0.05 未満の場合に有意差ありと判定した。階層的クラスタ
ー解析を行う際は、後述するイムノグラムスコア（Immunogram Score; IGS）の
計算過程で得られた Z スコアを用いて、Euclidean 距離行列を作成し、complete
法による類似性の評価し、ヒートマップおよび樹形図を作図した。統計解析およ
び作図には、統計解析ソフトウェア R 3.3.0 (R Foundation for Statistical 
Computing, Vienna, Austria [http://www.r-project.org])または JMP Pro 13 
（SAS Institute Japan, Tokyo, Japan）を使用した。 
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結果  
 
非小細胞肺癌に対する手術症例 20 例に対して解析を行った。患者背景
について表３に示す。20例のうち、12例が腺癌であり、そのうち 7例で EGFR遺
伝子変異を認めた。ALK 融合遺伝子は 1例からも検出されなかった。肺癌に対す
る術前化学放射線治療を受けた症例はいなかった。悪性腫瘍の既往のある患者
が 9例いたが、そのうち 3例で別の肺癌に対する手術治療歴を認めた。この 3例
において今回の肺癌は、病理所見や画像経過などから、既往の肺癌の転移再発で
はなく、異時性多発癌と診断された。術後観察期間は中央値 42 カ月（範囲 6－
53カ月）だった。手術時に pStage IV だった 1例は、術後 6カ月で原病死した
(LK056)。術後 3 年以内に再発した症例は 5 例であり(LK001、LK004、LK047、
LK051、LK070)、いずれも pStage IIまたは III だった。この 5例のうち 2例は
術後 3年以内に原病死した(LK001、LK004)。無再発ながら 19カ月の時点で肺炎
のため死亡した症例が１例いた (LK071)。残りの 13例は、術後 3年の時点で無
再発生存していたが、このうち 1 例は術後 48 カ月の時点で胸膜播種再発と診断
された(LK010)。pStage I の 5例は、観察期間中（中央値 42カ月、範囲 36-52
カ月）全例が無再発生存していた(LK013、LK029、LK044、LK073、LK075)。 
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表３ 患者背景 
  
年
齢 
性
別 
喫煙歴 
(Pack-
Year) 
悪性腫瘍
の既往 
組織型 
EGFR 
遺伝子 
変異 
病理病期 
（TNM 第 7 版） 
転帰 
(術後 
3年) 
LK001 78 M 116 (-) AD (-) T1bN1M0-IIA 原病死 
LK004 80 F 0 (-) AD 19del T2aN2M0-IIIA 原病死 
LK005 76 M 114 胃癌 LCNEC (-) T2bN1M0-IIB 
無再発 
生存 
LK010 71 F 0 (-) AD 
E709G, 
L858R 
T1bN2M0-IIIA 
無再発 
生存＊ 
LK012 66 M 46 (-) SQ (-) T3N0M0-IIB 
無再発 
生存 
LK013 34 F 0 肺癌(AD) AD 19del T1bN0M0-IA 
無再発 
生存 
LK029 78 M 60 (-) SQ (-) T1bN0M0-IA 
無再発 
生存 
LK044 73 F 0 (-) AD 19del T2aN0M0-IB 
無再発 
生存 
LK047 41 M 21 (-) AD L858R T1bN2M0-IIIA 
再発 
(生存) 
LK049 65 M 111 肺癌(SQ) AD (-) T2aN1M0-IIA 
無再発 
生存 
LK051 70 M 112 肺癌(AD) AD 
E709V, 
L858R 
T2aN2M0-IIIA 
再発 
(生存) 
LK053 59 F 0 (-) AD (-) T2bN2M0-IIIA 
無再発 
生存 
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LK056 81 M 56 (-) AD (-) T2bNxM1-IV 原病死 
LK059 75 M 28 (-) AD (-) T2bN0M0-IIA 
無再発 
生存 
LK060 65 M 62 (-) SQ (-) T2aN1M0-IIA 
無再発 
生存 
LK066 81 M 80 膀胱癌 SQ (-) T2bN0M0-IIA 
無再発 
生存 
LK070 67 M 71 直腸癌 SQ (-) T3N0M0-IIB 
再発 
(生存) 
LK071 79 F 10 胃癌 SQ (-) T1aN2M0-IIIA 
他病死
(無再発) 
LK073 67 M 40 胃癌 AD 
Q701L, 
L858R 
T2aN0M0-IB 
無再発 
生存 
LK075 81 M 70 リンパ腫 SQ (-) T1aN0M0-IA 
無再発 
生存 
M, 男性; F, 女性; AD, 腺癌; LCNEC, 大細胞神経内分泌癌; SQ, 扁平上皮癌; 
19del, exon19 deletion 
 ＊, 術後４８カ月の時点で再発あり 
 
本研究では、Cancer-Immunity Cycle の各ステップの状態を患者ごとに
評価し可視化するために、“Immunogram for the Cancer-Immunity Cycle” を
開発した。Immunogramの作成にあたり、各患者の癌免疫状態を、8個のImmunogram 
Scores（IGS）で評価した： IGS1. T細胞の多寡、IGS2. 腫瘍の抗原性、IGS3. 
T細胞のプライミング・活性化、IGS4. T細胞の遊走・浸潤、IGS5. T細胞によ
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る腫瘍の認識、IGS6. 抑制性免疫細胞（Treg, 骨髄性抑制細胞;MDSC）の有無、
IGS7. チェックポイント分子の発現の有無、IGS8. その他の抑制性因子の有無。
Cancer-Immunity Cycle は T 細胞性免疫応答の惹起において重要な概念である
が、このことをふまえて T細胞の多寡を immunogram の第 1軸に据えた。 
 
第 1軸（Immunogram Score 1; IGS1）T細胞の多寡  
 
網羅的遺伝子発現データから T 細胞浸潤の多寡を推量するにあたり、T
細胞の多寡を反映する 86個の遺伝子からなる既報の遺伝子群（T cell gene set）
を使用した。正常肺の発現平均値を基準にした腫瘍内での各遺伝子の発現値を
ヒートマップで表現したものを図６に示す。 
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図６ T cell gene set に含まれる各遺伝子の発現量を表したヒートマップ、
および IGS1（腫瘍浸潤 T細胞の多寡）の計算結果 
 
T cell gene setを用いて、GSEA PreRanked法（以下、GSEA法）によって T細
胞浸潤の多寡をスコア化した。GSEA法について概要を述べると、まず各遺伝子
の発現量（FPKM値）を、解析コホート内で遺伝子ごとに Z標準化する。Z標準
化した遺伝子発現値に従って、症例ごとに降順に全遺伝子を並べ直し Ranked 
gene listを作成する。並べ直した遺伝子について、解析対象 gene set 内に一
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致するものがあるかどうか順に判定していき、一致するものがあれば加点、な
ければ減点することで点数を増減させていく。全遺伝子についての判定が終了
した時点までで、最も高かった（低かった）累積値を enrichment score（ES）
として算出する。さらに、遺伝子をランダムに並び替えて同様の計算を繰り返
し実施した場合の算出値と比較することで、ES を標準化し、Normalized 
enrichment score (NES)に変換する。GSEA法で得られた enrichment plot の
一例を図７に示す。 
  
図７ Enrichment plot (T cell) の一例 (LK071；T cell-rich型) 
 
図７において、上段は enrichment plot を表わし、下段は Ranked gene list
を表わす。Ranked gene list では相対的に発現の高い遺伝子から順に左から並
んでおり、T cell gene set に含まれる 86個の遺伝子のみが黒線で表されて
いる。その他のすべての遺伝子は白線で表されている。Ranked gene list の左
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から順に、各遺伝子が T cell gene set に含まれているかどうか判定し、下段
が黒線の時（T cell gene set に含まれている時）は加点し、白線に時は減点
する、というルールに従って上段の enrichment plot を作図する。加点減点の
大きさや順位による重みづけに関しては、default の設定を使用した。 
全 20例のうち、9例において T細胞が有意に多いと判定された（NES>0かつ q値
<0.1; T cell-rich型）。また、T細胞が有意に少ないと判定されたのは 6例だ
った（NES<0かつ q値<0.1; T cell-poor型）。残りの 5例を T cell-intermediate 
型に分類した。また、既報に従い、T cell-rich 型を T cell-inflamed 型と定
義し、残りの症例（T cell-intermediate または T cell-poor）を non-T cell-
inflamed 型と定義した[35]。 
GSEA法による T細胞浸潤推量の妥当性について、免疫染色を行って検証
した。抗 CD3抗体染色写真の一例を図８に示す。結果、NES（T cell）と CD3+面
積は高度に相関することが確認された（r = 0.83, p < 0.0001）(図９)。  
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図８ 抗 CD3抗体染色写真の一例 (LK071；T cell-rich型) 
 
 
図９ GSEA法による T細胞浸潤スコア(NES)と抗 CD3抗体染色結果の比較 
NESと CD3+ 面積は高度に相関した（r = 0.83, p < 0.0001） 
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Immunogram の作図にあたり、各評価軸は１～５点からなる Immunogram 
Score (IGS)によって表現した。第１軸の評価（IGS1）にあたっては、まず T細
胞浸潤の NESを全 20 例において Zスコア変換した。つまり、20例の NES の平均
値を Mとし、標準偏差を SDとした場合、各症例における IGSのための Zスコア
を 
Z = (NES-M)/SD 
によって得た。そして、IGS1を以下の式を用いて定義した 
IGS1 = 3 + 1.5 * Z 
IGS=1 から IGS=5 の間に患者を適度に分散させるため、このように IGS を定義
した。また、下限と上限はそれぞれ１、５と定義した。NESが平均値と同じ場合
IGS=3となる。また IGS=4.5 および IGS=1.5はそれぞれ、NESが平均+1SD また
は平均-1SDだったことを表わす。他の評価軸においても同様に本式を用いて IGS
を計算した。 
例えば、LK071 では NES (T cell) = 3.02 であり、20例の中での NES (T 
cell)の Zスコアは 1.17 だった。従って、IGS1 = 3 + 1.5 * 1.17 = 4.76 と計
算された。全症例における IGS1の値を図６最下段に記した。 
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第２軸（IGS2）腫瘍の抗原性 
 
腫瘍の抗原性の評価には、neoantigen 候補数(neoantigen load)と抗原
性を有する CG 抗原発現数（imCG-Ag load）を使用した。各患者における
neoantigen load と imCG-Ag load を図１０に示す。Neoantigen load の中央値
は T cell-inflamed 型で 23 (範囲 3-183)であり、non-T cell-inflamed 型で 71
（範囲 31-301）だった（p=0.053, 対数変換後に Welchの t検定を実施）。また
imCG-Ag loadの中央値は T cell-inflamed 型で 1 (範囲 0-11)であり、non-T 
cell-inflamed型で 4（範囲 1-29）だった（p=0.14）。Neoantigen load と imCG-
Ag load の合算値を各患者の腫瘍抗原候補の数とみなし、それを Zスコアに変
換した後、IGS１と同様の式を用いて IGS2に変換した。 
 
図１０ Neoantigen数、immunogenic cancer-germline antigen 数および、
IGS2の計算結果 
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第３軸 (IGS3) T細胞のプライミング・活性化  
 
T 細胞のプライミング・活性化を間接的に評価するために、活性化樹状
細胞の多寡を反映する遺伝子群 (Activated DC gene set)を用いて、GSEA 法で
NESと q値を算出した[35]。Activated DC（aDC）gene setの各遺伝子の発現値
をヒートマップで表現したものを図１１に示す。 
 
図１１ Activated DC gene setに含まれる各遺伝子の発現量を表したヒート
マップ、および IGS3 (プライミングと活性化) の計算結果 
 
11例で活性化樹状細胞が有意に多く浸潤しており、この 11例は第１軸(IGS1)の
評価において T cell-rich（inflamed）型（LK001, LK013, LK047,LK051, LK053, 
LK066, LK070, LK071）または T cell-intermediate 型（LK029, LK059, LK075）
と判定された症例だった。IGS3の算出は IGS1 と同様に行った。 
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第４軸（IGS4） T 細胞の遊走・浸潤  
 
T 細胞の遊走・浸潤を反映する既報の遺伝子群は、調べ得る範囲では存
在しなかった。Cancer-Immunity Cycle について論じた総説（文献 [22]）を参
考とし、CXCL9, CXCL10, CCL5, CXCL1, LFA1, ICAM1, SELE の 7つの遺伝子を
含む遺伝子リストを作成し、T細胞の遊走・浸潤に関連する蛋白やケモカインと
して解析に用いた。各症例において、腫瘍における遺伝子の発現量が正常肺組織
における発現量の平均値と比較して 2倍以上だった場合(log2FC≧1) に、発現亢
進と判定した。発現亢進遺伝子の数について Z 変換した後、これまでの軸と同
様にして IGS4 を算出した。ヒートマップおよび IGS4 の計算結果を図１２に示
す。 
 
図１２ IGS4（遊走と浸潤）に関連する遺伝子発現、および IGS4の計算結果 
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第５軸（IGS5）T細胞による腫瘍の認識・抗原提示 
 
T細胞が腫瘍を認識するためには antigen processing および antigen 
presentation に関連する遺伝子の発現が正常に保たれていることが必要である。
Antigen processing に必要な TAP1, TAP2 および antigen presentation に必
要な HLA-A、B、C、そしてβ2microgrobulin (B2M)を含む遺伝子リストを作成し
た。遺伝子発現のヒートマップを図１３に示す。 
 
図１３ IGS5（T細胞による腫瘍の認識）に関連する遺伝子の発現および IGS5
の計算結果 
 
抗原提示に必要なこれらの遺伝子は、正常組織においても本来一定量発現して
いるが、腫瘍によってはこれらの遺伝子の発現が低下することで癌免疫が機能
しにくくなることが知られている。そこで、これらの遺伝子の腫瘍における発現
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量が正常肺組織における発現量の平均値と比較して低下している場合(log2FC≦
0)に発現低下と判定し、発現低下している遺伝子の数について Z変換を行った。
Antigen processing および presentation に関連した遺伝子が発現低下してい
る場合、Cancer-Immunity Cycle の状態としては不利であると考えられる。した
がって、第５軸については以下の式で IGSを定義した。 
IGS5＝3 - 1.5 * Z  
IGS5の値が大きいことは、すなわち antigen processing および presentation
に関連した遺伝子の発現低下が少ないことを表わすことに注意する。 
 
第６軸（IGS6）抑制性免疫細胞（Treg、MDSC）の有無  
 
第 6軸から第 8軸では、Cancer-Immunity Cycle における最終ステップ
である「T細胞による腫瘍細胞への攻撃」において、抑制的に作用する因子を評
価した。まず、第 6軸では、腫瘍微小環境において免疫抑制的に作用する細胞と
して、制御性 T細胞（Treg） および骨髄性抑制細胞（MDSC）の浸潤を評価した。
Treg および MDSC の浸潤の多寡については、既報の遺伝子群を用いて、GSEA 法
で NESを算出した[35,36]。関連する遺伝子発現のヒートマップを図１４に示す。 
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図１４ Treg gene set および MDSC gene set に含まれる各遺伝子の発現を表
したヒートマップおよび IGS6の計算結果 
 
Treg の NESと MDSCの NESの和を求め、その値を Z変換したのち、IGS6 を以下
の式で定義した。 
IGS6＝3 - 1.5 * Z  
IGS6 の値が小さいことは、Treg や MDSC という抑制性細胞の浸潤が多いことに
よって、癌免疫が抑制されていることを表わす。IGS6計算結果を図 14下段に示
した。 
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また、Treg の浸潤については、免疫染色を行い Foxp3 陽性染色面積と
GSEA 法による NES(Treg)の値を比較した。それぞれの一例を図１５に示す。
 
図１５ 抗 Foxp3抗体染色（左）および Treg enrichment plot（右） 
 
20例で NES（Treg）の値と Foxp3+染色面積を比較したところ、これらは高度に相
関することが確認された（r = 0.75, p = 0.0002）（図１６）。 
  
図１６ GSEA法による Treg浸潤スコア(NES)と抗 Foxp3抗体染色の比較 
NESと CD3+ 面積は高度に相関した（r = 0.75, p = 0.0002） 
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第７軸（IGS7）チェックポイント分子発現による免疫抑制 
 
T 細胞による免疫応答はチェックポイント分子の発現によって抑制され
る。第４軸と同様に文献 [22]に提示された分子をベースとし、PD-1、BTLA、TIM-
3、LAG3、CTLA-4、PD-L1、VISTA を含むチェックポイント分子からなる遺伝子リ
ストを作成し、第 7軸の評価に用いた。ヒートマップを図１７に示す。 
 
図１７ IGS7（チェックポイント分子による抑制）に関連する遺伝子の発現、
および IGS7の計算結果 
 
各症例において、腫瘍における遺伝子発現量が正常肺組織における発現量の平
均値と比較して 2 倍以上だった場合(log2FC≧1) に、発現亢進と判定した。発
現亢進した遺伝子の数を Z変換し、IGS7を以下の式で定義した。 
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IGS7＝3 - 1.5 * Z 
腫瘍においてチェックポイント分子の発現が亢進している場合、IGS7 は小さい
値となり、癌免疫が抑制されていることを反映する。IGS7 の計算結果を図１７
下段に示した。 
 
第８軸（IGS8）その他の抑制性分子の発現による免疫抑制 
 
腫瘍微小環境において、チェックポイント分子以外にも抑制的に働く分
子がいくつか存在する。ARG1、IDO1、INOS などの分子は、代謝に関与して免疫
抑制的に作用する。また、IL-10や TGFβなどの可溶性分子も免疫抑制的に作用
する。CTNNB1 の過剰発現が免疫抑制性の微小環境構築に影響することも注目さ
れている。第 4軸、第 7軸と同様に文献 [22]に提示された分子をベースとしつ
つ、癌免疫研究における最近の知見を統合し、チェックポイント分子以外の免疫
抑制性分子に関する遺伝子リストを作成した。これら免疫抑制性分子に関する
ヒートマップを図１８に示す。 
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図１８ IGS8（その他の抑制性分子による抑制）に関連する遺伝子の発現およ
び IGS8の計算結果 
 
これらの免疫抑制性分子について、腫瘍において過剰発現（log2FC>1）している
数を計上し Z変換した後、IGS6や IGS7と同様に 
IGS8＝3 - 1.5 * Z 
の式で IGS8を定義した。IGS8の計算結果を図１８下段に示した。 
 
肺癌患者全 20 例の immunogram 
 
Cancer-Immunity Cycle の各ステップに関連した以上の 8 本の評価軸
（IGS1-8）からなるレーダーチャートを描画し、一人一人の患者の Cancer-
Immunity Cycle の状態を表現する“Immunogram for the Cancer-Immunity 
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Cycle”を作成した。全 20例の immunogramを図１９に示す。20例の患者におけ
る immunogramはそれぞれ多様なパターンを示しており、患者毎に多彩な腫瘍内
免疫応答が生じていることが確認された。 
 
図１９ 非小細胞肺癌患者 20例の immunogram 
誰一人として同じ immunogramを呈することはなく、腫瘍内における免疫応答は
一人一人異なることが示唆された。1, T細胞の多寡; 2, 腫瘍の抗原性; 3, T細胞のプラ
イミング・活性化; 4, T細胞の遊走・浸潤; 5, T細胞による腫瘍の認識; 6, 抑制性免疫
細胞の有無; 7, チェックポイント分子の発現の有無; 8, その他の抑制性因子の有無 
46 
 
 
Immunogram を用いた腫瘍内免疫応答の解析 
 
一人一人の immunogram は皆異なる形を示したが、その中でも特徴的な
パターンや共通点の有無について探索した。その結果、T細胞浸潤の多寡（IGS1）
に注目して腫瘍を分類したところ、いくつかの特徴的なパターンが描出された。
（図２０）。 
 
図２０ T細胞浸潤の多寡で症例を分類した場合の immunogramの重ね合わせ 
1, T細胞の多寡; 2, 腫瘍の抗原性; 3, T細胞のプライミング・活性化; 4, T細
胞の遊走・浸潤; 5, T細胞による腫瘍の認識; 6, 抑制性免疫細胞の有無; 7, チェックポ
イント分子の発現の有無; 8, その他の抑制性因子の有無 
 
T cell-rich (inflamed)型では、IGS1(T cell の多寡)が高いことに加えて、
IGS3(活性化樹状細胞の浸潤)、IGS4（T 細胞遊走・浸潤）、IGS5（腫瘍抗原の認
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識）が高かった。一方で、IGS6（抑制性免疫細胞による抑制）,IGS7 (チェック
ポイント分子による抑制)のスコアが低く、抑制性細胞の浸潤やチェックポイン
ト分子の発現亢進によって腫瘍免疫応答が拮抗性に抑制されていた。反対に、T 
cell-poor型では IGS3(活性化樹状細胞の浸潤)、IGS4（T細胞遊走・浸潤）、IGS5
（腫瘍抗原の認識）が総じて低く、IGS6（抑制性免疫細胞による抑制）,IGS7 (チ
ェックポイント分子による抑制)、IGS8（その他の抑制性因子による抑制）のス
コアは比較的高く保たれていた。このタイプでは IGS2(抗原性)は比較的高く保
たれている症例が多かったものの、IG3（プライミング・活性化）が全例で低値
であり、T細胞のプライミングの段階で Cancer-Immunity Cycleが障害されてい
ることが予測された。T cell-intermediate 型では、rich 型と poor型の症例が
混ざっていた。 
IGS の計算過程で算出したそれぞれの Z スコアを用いて階層的クラスタ
ー解析を行ったところ、20 例の患者は 2 つのクラスターに分かれた（図２１）。
T cell-rich型と T cell-poor型の症例は、別個のクラスターに含まれていた。
また、評価項目も 2つのクラスターに分かれた。一つは IGS2（抗原性）と IGS5
（腫瘍細胞の認識）という腫瘍側の抗原提示に関連した性質を反映するクラス
ターであり、もう一つは T細胞側の性質を反映するクラスターだった。 
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図２１ Immunogram score 計算過程で生じた Zスコアを用いたクラスター解析 
 
なお、図２１のクラスター解析に用いた Zスコアは各 IGSを計算する過
程で算出された数値であり、その値の大小が各評価軸で扱う分子の発現量や免
疫細胞の浸潤量と正に相関するわけではないことに注意する。例えば、IGS7(チ
ェックポイント分子の発現による免疫抑制の有無)を評価する際には、チェック
ポイント発現が高い場合に Zスコアが大きくなり、IGSは小さい値になるように
計算式を定義した（IGS7＝3 - 1.5 * Z）。また、IGS5(腫瘍細胞の認識)を評価す
る際は、正常肺と比較して発現低下した抗原提示関連遺伝子の数を計上し、Zス
コアに変換した上で、IGS5＝3 - 1.5 * Zの式によって IGSを算出しており、抗
原提示関連遺伝子発現の高さと Zスコアは逆相関していることに留意する。 
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一方、組織型ごとに immunogramを重ねた場合は、いずれの組織型におい
ても T cell-rich型 および-poor 型が混在していた（図２２）。 
 
図２２ 組織型ごとに症例を分類した場合の immunogram の重ね合わせ 
1, T細胞の多寡; 2, 腫瘍の抗原性; 3, T細胞のプライミング・活性化; 4, T細
胞の遊走・浸潤; 5, T細胞による腫瘍の認識; 6, 抑制性免疫細胞の有無; 7, チェックポ
イント分子の発現の有無; 8, その他の抑制性因子の有無 
 
これまでの臨床試験において、チェックポイント阻害剤を含む癌免疫治療の効
果は組織型のみでは予測しにくいとされている。いずれの組織型の腫瘍におい
ても T cell-rich型と-poor型が混在しているという今回の解析結果は、これま
での臨床試験から得られた知見と矛盾しないと考えられた。また、図２２におい
て、EGFR遺伝子変異陽性の症例では IGS2（抗原性）が他の症例群と比較してや
や低めであった。EGFR 変異陽性肺腺癌では腫瘍特異的遺伝子変異数が少ないこ
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とが知られており、それに伴って neoantigen load も小さい値を呈することが
反映されていた。 
また、年齢、喫煙歴の有無や性別ごとに immunogram を重ね合わせた場
合、「喫煙歴なし」または「女性」における immunogram においても、IGS2（抗原
性）が低い傾向が確認された（図２３）。これは、EGFR変異陽性腺癌は喫煙歴の
ない女性に多いという患者背景が反映された結果であると考えられた。 
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図２３ 年齢、性別、喫煙歴で分けた場合の immunogram の重ね合わせ 
1, T細胞の多寡; 2, 腫瘍の抗原性; 3, T細胞のプライミング・活性化; 4, T細
胞の遊走・浸潤; 5, T細胞による腫瘍の認識; 6, 抑制性免疫細胞の有無; 7, チェックポ
イント分子の発現の有無; 8, その他の抑制性因子の有無 
 
病期（T因子、N因子）と immunogram パターンの関連性についても検討
を行った。T１症例と T2-3 症例、および N0 症例と N1-2 症例で分けてそれぞれ
immunogram を重ね合わせたところ、T1 症例において IGS6 のスコアが低く、抑
制性免疫細胞の浸潤による免疫抑制が強い傾向を認めた。T1 症例は全例が T 
cell-richまたは-intermediate 症例のいずれかであり、T cell-poor症例が一
人も含まれなかったことが、このようなパターンを呈した背景と考えられた。
T2-3症例、N0症例、N1-2症例で分けた場合では、いずれの場合分けにおいても 
T cell-rich 症例と T cell-poor 症例が混在しており、特記すべきパターンを
認めなかった（図２４）。 
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図２４ T因子および N因子で分けた場合の immunogram の重ね合わせ 
1, T細胞の多寡; 2, 腫瘍の抗原性; 3, T細胞のプライミング・活性化; 4, T細
胞の遊走・浸潤; 5, T細胞による腫瘍の認識; 6, 抑制性免疫細胞の有無; 7, チェックポ
イント分子の発現の有無; 8, その他の抑制性因子の有無 
 
最後に、予後と immunogramパターンの関連性について検討を行った。手
術時に Stage IV だった症例と術後 19 カ月の時点で無再発ながら肺炎で他病死
した症例は本検討から除外した。Stage Iの 5 例は術後 3年の時点で全例無再発
生存していたことを考慮し、術後 3年以内に無再発生存だった StageI症例（n=5）、
術後 3年以内に無再発生存だった Stage II-III 症例（n=8）、術後 3年以内に再
発した Stage II-III 症例（n=5）の 3群に分類して、immunogramを重ね合わせ
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た（図２５）。その結果、術後 3年の時点における転帰ごとに患者を分類しても、
特徴的な immunogram のパターンは描出されなかった。 
 
図２５ 術後 3年での転帰で分けた場合の immunogram の重ね合わせ 
1, T細胞の多寡; 2, 腫瘍の抗原性; 3, T細胞のプライミング・活性化; 4, T細
胞の遊走・浸潤; 5, T細胞による腫瘍の認識; 6, 抑制性免疫細胞の有無; 7, チェックポ
イント分子の発現の有無; 8, その他の抑制性因子の有無 
 
以上のように、immunogramのパターンに関する検討において、最も特徴
的であったのは T cell-rich型や-poor型という、T細胞の多寡に応じて腫瘍を
分類した場合だった。症例が少ないため、臨床データと immunogramパターンの
関連性について、本研究の結果を一般化することは難しいが、今後データを蓄積
することで、immunogram を用いた新たな患者プロファイリングが可能となるか
もしれない。一方で、今回の解析結果で最も注目すべきは、前述のごとく肺癌 20
例の immunogram を個々に見比べた時、一人として同じ immunogram を呈した症
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例はいなかったという点である。今回の研究で一人一人の immunogramを描いた
ことで、肺癌に対する免疫応答は一人一人異なっており、最適な癌免疫治療の展
開に向けて、Cancer-Immunity Cycleのどのステップが障害されているかを患者
毎に評価することの重要性が、あらためて認識された。  
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考察 
 
チェックポイント阻害剤の開発によってがん免疫治療は今注目されて
いるが、肺癌に対するチェックポイント阻害剤の奏功率は 20-30％に過ぎず、チ
ェックポイント阻害剤の効果を予測するための有効なバイオマーカーは確立し
ていない。抗 PD-1抗体の一つである pembrolizumab の臨床試験では、腫瘍細胞
における PD-L1の発現率が 50％以上である症例において奏効率が 40-50%であっ
たが、このような症例は非小細胞肺癌の 20-30%程度に過ぎないと言われている
[5,16]。また、腺癌においては PD-L1 の発現率と奏効率の関連性が認められた
が、扁平上皮癌では関連性が低いことがわかっている。 
Cancer-Immunity Cycle という考え方が近年注目されているように、腫
瘍内の免疫応答をダイナミックな一連のステップとして理解することが重要で
ある。そして、チェックポイント阻害剤の適応評価のみならず、最適な癌免疫治
療を考える上では、癌免疫応答に関するシステム全体を評価することが必要で
あり、多角的・複合的な評価法そのものがバイオマーカーとして活用される時代
が来ると予測される。また一方で、次世代シーケンサーなどの大量で膨大なデー
タへのアクセスも日々進歩している。つい十数年前、2003 年に完了したヒトゲ
ノムプロジェクトでは、ヒト全遺伝子配列の決定に 13年の歳月を要し、3000億
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円が費やされた。それが今や技術革新により、一人当たり 10万円/1日で全エク
ソン解析が可能な時代に突入している。オミクスデータはこれまでは主として
集団に対する解析に用いられてきたが、今後はこれらの技術と情報をどのよう
にして症例レベルで活用していくのかということも求められている。このよう
な背景のもと、我々は患者毎の癌免疫状態を適切に評価するための手法として、
次世代シーケンスデータに基づく Immunogram for the Cancer-Immunity Cycle
を考案した。そして一人一人の患者について immunogramを作成したところ、様々
なパターンが描出され、癌免疫が抑制されている原因を個々の症例ごとに評価
するべきであることがあらためて認識された。 
また、その中でも T cell 浸潤の多寡(IGS1)に注目すると、いくつかの
特徴的なパターンが描出された。T cell-rich 型、つまり T細胞性の免疫応答が
すでに存在する症例では、IGS3（プライミング・活性化）、IGS4（遊走・浸潤）、
IGS5（腫瘍の認識）が高かったものの、IGS6（抑制性免疫細胞による抑制）、IGS7 
(チェックポイント分子による抑制)のスコアが低く、抑制性因子による癌免疫
の抑制が大きい傾向を認めた。このことは、T 細胞性の免疫応答が、Cancer-
Immunity Cycle 終盤において、抑制性細胞浸潤やチェックポイント分子等の抑
制性分子の発現によって拮抗性に抑制されていることを反映していると考えら
れた。例えば T cell-rich 型である症例 LK071 の immunogram を参照すると、T 
57 
 
細胞が多く T 細胞性免疫応答が潜在する一方で、抑制性細胞浸潤が多くチェッ
クポイント分子の発現も高めであり、免疫応答が抑制されていることが推測さ
れた。さらに、本文中には提示しなかったが、抑制性分子について LK071 の発現
データを見直すと、IDO1 の発現が比較的高値であり、本症例における免疫抑制
の鍵を握っている可能性も示唆された。このような症例に対しては、チェックポ
イント阻害剤のみならず、抑制性細胞の除去や IDO1などの免疫抑制性分子の阻
害によって T細胞性免疫応答を再賦活化することが有効かもしれない。 
逆に、T cell-poor型では IGS3（プライミング・活性化）、IGS4（遊走・
浸潤）、IGS5（腫瘍の認識）が低く、Cancer-Immunity Cycle が序盤で障害され
ていると考えられた。その一方で IGS6（抑制性免疫細胞による抑制）、IGS7 (チ
ェックポイント分子による抑制)、IGS8（その他の抑制性分子による抑制）のス
コアは高く保たれており、抑制性因子による癌免疫の抑制は乏しい傾向を認め
た（注 IGS6-8のスコアが高い = 抑制性因子による抑制が小さい を表わす）。
このタイプでは、樹状細胞の活性化や腫瘍の抗原提示の段階ですでに Cancer-
Immunity Cycle が障害されており、十分な T 細胞性免疫応答が惹起されていな
い可能性が示唆された。このような症例では、チェックポイント阻害剤単剤での
治療効果は乏しいと予測される。例えば症例 LK073 では、腫瘍の抗原性は低く
はないが、プライミング・活性化の段階がすでに十分機能していないと評価され
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る。このような症例に対しては、例えば immunogenic cell death を惹起する類
の化学療法や放射線治療によって T 細胞の遊走を促進することや、neoantigen
を標的としたワクチン刺激によって直接樹状細胞を活性化することが有効かも
しれない。そして、治療介入によって T cell-poor型の腫瘍が T cell-rich型
に変化したとき、今度はチェックポイント阻害剤などによる抑制性因子の解除
が必要となると予想される（図２６）。このような経時的評価においても
immunogramの有用性が期待される。 
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図２６ Immunogramを用いた最適な複合免疫治療戦略 
Cancer-Immunity Cycleの状態をその都度評価し、Cancer-Immunity Cycle を回
すための適切な介入を行うことを目指すことが重要である。時間・空間的マルチサンプリ
ングを行い、変化や多様性を評価する上でも、immunogram の有用性が期待される。 
 
e.g. LK073 
e.g. LK071 
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なお、今回の解析では、T1症例の中に T cell-poor症例が 1例も含まれ
なかった。病期の違いによって T cell-rich または T cell-poorの症例の割合
が変化するかどうかを検証するために、The Cancer Genome Atlas (TCGA)の肺
癌データ（n=993）を用いて追加解析を行った[37,38]。ssGSEA 法を用いて
enrichment scoreを計算し[39]、T因子および N因子ごとに分類して enrichment 
scoreを比較した（図２７、図２８）。 
 
図２７ T因子と T cell 浸潤スコアの関係（TCGA コホート） 
T1 と比較して T2、T3の症例は、T cell enrichment scoreが有意に小さかった
（T1 vs T2, P=0.023; T1 vs T3, P=0.048; Tukey-Kramer test） 
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図２８ N因子と T cell 浸潤スコアの関係（TCGA コホート） 
リンパ節転移陰性例と陽性例の比較において、T cell enrichment scoreは有意
差を認めなかった(P=0.48, Student’s t-test)。 
 
T1 と比較して T2、T3 の症例は、T cell enrichment score が有意に小さかっ
た（T1 vs T2, P=0.023; T1 vs T3, P=0.048; Tukey-Kramer test）。一方、リ
ンパ節転移の有無によって症例を分類した場合には、T cell enrichment score
に関して有意差を認めなかった(P=0.48, Student’s t-test)。自験例 20例の
解析でも、T1症例のほうが T2-3症例よりも T cell-rich型の割合が高く、N因
子については T cell-rich/-poor 型に関して特に偏りを認めなかった。自験例
で認められたこのような傾向は、TCGA データの解析結果と矛盾しないことが確
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認された。T因子が進行することと T cell-poor 症例が増えることの因果関係ま
では、ここでは明らかにすることができない。癌の進行とともに免疫から癌細胞
が逃避しやすくなっていき、もともと T cell-rich 型だった腫瘍が徐々に T 
cell-poor型へ変化していくという現象を見ている可能性がある。一方で、癌発
生の初期から免疫から逃避しやすい特性を獲得した癌ほど、より進展した病期
で発見されやすい、という仮説も考えられる。 
また、今回の解析では我々の予想に反して、neoantigen loadおよび 
imCG-Ag loadで推測した腫瘍の抗原性が、T cell-rich型において低い傾向を
認めた。このことについても、TCGAデータを用いて検証を行った（図２９）。
TCGAデータにおいて neoantigen loadを予測することはできなかったため、
腫瘍特異的遺伝子変異数(mutational load)と T cell enrichment score につ
いて相関解析を行った。その結果、Spearman相関係数は-0.12と小さいもの
の、有意に逆相関することが確認された（P<0.0001）。腫瘍特異的遺伝子変異
の数が大きければ、そこから予測される neoantigen loadも大きくなりやす
い。従って、仮に TCGA データに対して neoantigen load と T cell 
enrichment scoreを比較した場合でも、今回図２９で表した結果とほぼ同じ傾
向となることが予測される。 
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図２９ T cell浸潤スコアと腫瘍特異的遺伝子変異数の関係（TCGAコホート） 
T cell enrichment score と腫瘍特異的遺伝子変異数は、弱いながらも有意な逆
相関の関係にあることが確認された(r=-0.12, P<0.0001) 
 
T cell-rich 型では抗原性が総じて低かったという、自験例で認められた傾向
は、TCGAデータの解析結果と矛盾しないことが確認された。 
最後に、TCGA 肺癌データにおいて、pStage ごとに患者を層別化した上で
T cell 浸潤スコアと腫瘍特異的遺伝子変異数の相関解析を行った。Stage I 
(n=508)では相関係数 r=-0.18 (P<0.0001)だったのに対し、Stage II (n=287) 
では r=-0.098 (P=0.099)であり、Stage III-IV (n=198)では r=-0.017 (P=0.81)
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だった。このことから、病期の進行とともに、抗原性と T細胞浸潤の関係性も変
化する可能性が示唆された。病期、抗原性、T 細胞浸潤の相互の関係について、
背景にある生物現象や因果関係を明らかにすることは、本検討のみでは困難で
ある。一方で、抗原性と T細胞浸潤の関係性に、病期によって真に偏りが存在す
るのであれば、自験例および TCGA コホートのように手術採取検体をベースにし
た解析データから得られる知見と、切除不能・再発進行癌を対象としたチェック
ポイント阻害剤の臨床試験をベースにした解析データから得られた知見を解釈
する際には、注意が必要であると言えよう。 
 
今後の展望と課題 
 
患者ごとの最適な癌免疫治療を提供するために、immunogramのような症
例ベースの多角的評価ツールの開発が重要と考える。また、治療前後、初発と再
発時、原発巣と転移巣など、様々な時間・空間的評価を行うことは、依然として
多くのベールに包まれた癌免疫機構を解明していくにあたり、不可欠である。そ
のような時間・空間的な癌免疫状態の変化を可視化する上でも、immunogram の
ようなツールは今後役立つと期待される。臨床応用に向けてはまだ数多くの課
題を残しているものの、今後の改良と発展が期待される。 
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今回採用した GSEA 法のように、網羅的遺伝子解析データの中から遺伝
子群を抽出して解析することの一つの利点は、低発現遺伝子のデータも有効活
用できる点にある。一方で、コストや手間の問題から、解析に使用する遺伝子数
を合理的に減らしていくことも望まれる。解析に使用する遺伝子数を減らすこ
とができれば、exome/RNA-seq とった網羅的遺伝子解析ではなく、target 
sequencingや liquid biopsyを利用した解析が可能となる。特に、liquid biopsy
で immunogramが作図できれば患者にとっても非常に恩恵が大きい。一方、その
ためには liquid biopsy における解析精度の向上など、さらなる技術革新も求
められる。 
本研究では Cancer-Immunity Cycle に注目して評価軸を設定したが、最
適な評価軸の組み合わせやスコアリング方法、使用する遺伝子リストについて
は、注意深く検証していく必要がある。今回の解析ではコホート内での平均・偏
差によって IGSを計算したが、コホート外の症例とスコア比較をするためには、
スコアの標準化が必要である。それをふまえた改善策の一つとして、TCGA デー
タという世界中からアクセス可能な公開データにおける平均・標準偏差を用い
る方法が挙げられる。また、今回の解析では既存の gene setが存在しない項目
については、文献[22]をベースに作成した独自の遺伝子リストを採用したが、リ
ストの妥当性も含めて今後の検証を要する。 
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軸同士の相関を考慮し、どのように軸の取捨選択を行っていくか、あ
るいは一つの軸の中でどのように遺伝子ごとの重みづけを行っていくかという
ことにも、これから取り組んで行かなければならない。例えば、IGSの計算過
程で算出したそれぞれの Zスコアを用いて相関係数行列のヒートマップを作図
すると図３０のようになる。現在の 8本の軸は、Cancer-Immunity cycle のそ
れぞれのステップを評価することに対しては合目的だが、実臨床への応用に向
けては、高度に相関する軸に関して今後減らしていくことも考慮される。
 
図３０ Immunogram score 計算過程で生じた Zscoresを用いた相関係数行列の
ヒートマップ 
 
一方で、一人一人の癌免疫状態が異なることもまた確かである。最適な
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癌免疫治療を考える上で重要なのは個別評価であり、集団で見た場合に軸同士
が相関しているからといって、安易に軸を減らしてよいわけではない。 
腫瘍内免疫応答と腫瘍微小環境における代謝異常の関連性が最近特に
注目されており、今後は代謝や増殖に関する評価も考慮する必要がある[40,41]。
2011 年に Hanahan と Weinberg が米国の Cell 誌で発表した“Hallmarks of 
Cancer: the next generation”では、増殖シグナルの維持、増殖抑制の回避、
免疫からの逃避、細胞死への抵抗、無制限な複製による不死化、腫瘍促進的な炎
症、血管新生の誘導、ゲノム不安定および遺伝子変異、浸潤能および転移能の活
性化、無秩序な代謝の 10項目が、癌細胞が獲得する特性として挙げられた[42]。
次世代シーケンサーによるデータを個人の解析に適用するという、本研究と同
様の解析手法を用いることで、これらの項目を評価することが可能となるかも
しれない。“Onco-immunogram for Hallmarks of Cancer”(仮)と題して、現在研
究開発を進めている（図３１）。 
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図３１ 個々の症例における癌の特性を評価する“Onco-immunogram for 
Hallmarks of Cancer”（仮） 
“Hallmarks of Cancer: the next generation”[42]で挙げられた癌の特性を症
例ごとにスコア化し、可視化するレーダーチャート 
 
いずれにせよ、実臨床における治療選択・治療効果判定のためのツール
として活用するためには、臨床試験データや動物実験モデルを用いた検証と最
適化が必須である。そこでは、今回のような exome/RNA-seqデータのみでなく、
epigenomeに関連するデータやマルチプレックスな免疫染色データなど、あらゆ
るデータを集約し、癌免疫研究におけるこれまでのあらゆる知見に基づいて検
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証していくことが望まれる。扱うデータが大きくなればなるほど、人工知能や機
械学習が有効となるかもしれないが、そこでもサンプル数の確保と質の高い臨
床データ収集が不可欠である。 
今回は 20 例の自験例を用いた後方視的解析であり、今回の手法と解析
結果を一般化して論ずることはできない。それでも、仮想患者ではなく現実の症
例を用いて immunogram を描出する一つの手法を提示したという点において、本
研究の成果には一定の意義があると考える。 
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結語 
 
肺癌に対する免疫応答を解析するにあたり、次世代シーケンスデータを
活用して個々の症例における癌免疫状態を評価する immmunogram （“Immunogram 
for the Cancer-Immunity Cycle”）を考案した。実臨床での利用に向けてはま
だ課題も多いが、今後のさらなる発展と応用が期待される。 
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